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O consumo de drogas de abuso é considerado um sério problema sócio-econômico 
de abrangência global. Dentre essas drogas destaca-se a cocaína, visto que 
pesquisas recentes têm apontado um aumento no consumo, principalmente, devido 
ao aumento de usuários na América do Sul. O consumo dessa droga tem sido 
associado a danos cognitivos, dentre esses o prejuízo na memória. Estudos tem 
buscado tratamentos medicamentos afim de reduzir/prevenir os danos sobre a 
memória, dentre esses medicamentos tem-se a N-acetilcisteína (NAC).  Diante do 
exposto o presente trabalho teve como objetivo investigar os possíveis efeitos do pré-
tratamento com NAC seguido do consumo de cocaína, sobre a memória de 
reconhecimento e estresse oxidativo proteíco cerebral. Para tanto, ratos Wistar 
machos foram submetidos ao protocolo do teste de reconhecimento de objetos (TRO) 
para avaliação da memória de curto prazo 1h 30 min após a seção treino e memória 
de longo prazo 24h após a seção treino. Ao final do protocolo comportamental os 
animais foram eutanasiados e as regiões cerebrais do córtex pré-frontal (CPF) e 
hipocampo (HPC) foram coletados para análise bioquímicas, como:  concentração de 
glutationa reduzida (GSH), razão glutationa reduzida e glutationa oxidada 
(GSH/GSSG), produtos avançados de oxidação proteica (AOPP) e índice de 
carbonilação proteica por densitometria (Oxyblot). Nossos resultados mostraram que 
os animais que receberam cocaína (10mg/Kg) apresentaram um prejuízo na memória 
de curto prazo quando comparados aos animais controle (p=0,005). Os animais que 
receberam cocaína, porém foram previamente tratados com NAC apresentaram 
melhora na memória de longo prazo quando comparados com os animais que não 
foram previamente tratados com NAC (p=0,001). O grupo submetido ao pré-
tratamento com NAC seguido do tratamento com cocaína não apresentou diferença 
significativa no dano oxidativo proteico no córtex pré-frontal (CPF) e hipocampo 
(HPC), quando comparados com o grupo previamente tratado com salina. As 
principais conclusões do presente trabalho apontam a NAC foi capaz de proteger a 
memória de reconhecimento. 





The use of drugs of abuse is considered a serious social-economic problem around 
the world. Among these drugs, cocaine stands out since recent researches has pointed 
out an increase in consumption, mainly due to the increase of users in South America. 
Consumption of this kind of drug has been associated with cognitive impairment. 
Because of this, studies have sought medicaments in order to reduce /prevent damage 
to memory, presenting N-acetylcysteine (NAC) as one of than. So, the present work 
had the objective of investigating the possible effects of pre-treatment with NAC 
followed by cocaine consumption, on memory and oxidative stress brain protein. 
Therefore, male Wistar rats were submitted to the object recognition test (ORT) 
protocol for short-term memory evaluation 1h 30 min after the training session and 
long-term memory 24h after the training session. At the end of the behavioral protocol 
the animals were euthanized and the cerebral regions of the prefrontal cortex (CPF) 
and hippocampus (HPC) were collected for biochemical analysis, such as: reduced 
glutathione (GSH), reduced glutathione ratio and oxidized glutathione / GSSG), 
advanced protein oxidation products (AOPP) and protein carbonylation index by 
densitometry (Oxyblot). Results showed that animals receiving cocaine (10mg / kg) 
presented short term memory impairment when compared to control animals (p = 
0.005). On other hand, animals that received cocaine but were previously treated with 
NAC showed improvement in long-term memory when compared to animals that were 
not previously treated with NAC (p = 0.001).  The group submitted to pre-treatment with 
NAC followed by cocaine treatment did not present a significant difference in protein oxidative 
damage in the prefrontal cortex (CPF) and hippocampus (HPC) when compared to the group 
previously treated with saline.The main conclusions of the present work point out  NAC 
was able to protect memory recognition. 
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1.1  DROGAS DE ABUSO    
 
 
O uso de drogas de abuso está relacionado a uma série de problemas sociais, como: 
violência, acidentes de trânsito, transmissão de doenças, crimes sexuais, entre outros, 
sendo considerado um sério problema sócio-econômico de abrangência global. Diante 
disso, a Organização Mundial de Saúde define o abuso como o uso nocivo ou perigoso 
de substâncias psicoativas (UNODC,2018). 
As substâncias psicoativas são definidas como qualquer substância capaz de alterar 
a percepção, o comportamento, a função motora ou cognitiva. Tem-se como 
substâncias psicoativas: os medicamentos sujeitos a controle especial 
(antidepressivos, ansiolíticos, sedativos e analgésicos), as drogas ilícitas e as 
substâncias não sujeitas a controle legal, como:  cafeína, nicotina e álcool (para 
revisão ver BACONI et al., 2015).  
As drogas ilícitas são definidas como substâncias que não possuem uso permitido em 
determinado território.  Conforme a Portaria nº 344/98 emitida pela Agência Nacional 
de Vigilância Sanitária (ANVISA), as drogas ilícitas são substâncias denominadas de 
uso proscrito constantes na Lista F, entre as quais tem-se o êxtase, a heroína e a 
cocaína, bem como as constantes da Lista E. Esta última refere-se às plantas das 
quais são extraídas as substâncias elencadas na Lista F.  
Não obstante as implicações da norma penal a respeito do uso de substância proibida, 
tem-se verificado um aumento no número de usuários e atrelado a isso um aumento 
dos gastos públicos para a prevenção e tratamento. Com base nesse panorama, o 
último relatório da Organização das Nações Unidas revelou que cerca de 275 milhões 
de pessoas com idade entre 15 e 64 anos, 5,6% da população mundial, consumiram 
pelo menos um tipo de droga ilícita em 2016. Dentre essas, destaque para o aumento 
no consumo de cocaína, que tem ocorrido, principalmente, devido ao aumento de 
usuários na América do Sul (UNODC, 2018).   
Dentro desse contexto, o último levantamento realizado no Brasil revelou que 3,8% 
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da população adulta fez uso de cocaína pelo menos uma vez na vida, representando 
cerca de 5 milhões de brasileiros (LARANJEIRA et al., 2012). 
 
1.2  COCAÍNA  
 
 
A cocaína, benzoilmetilecgonina, é um alcaloide tropânico (Figura 1) com 
propriedades psicoestimulantes obtido a partir da extração das folhas da planta da 
espécie Erythroxylum coca, popularmente conhecida como folha de coca.  
 
 
Figura 1. Estrutura molecular da cocaína. Fonte:https://pt.wikipedia.org/wiki/Coca%C3%ADna 
 
Para a obtenção dos produtos a folha de coca passa por um processo complexo de 
extração acido-básica com solventes orgânicos.  O primeiro produto obtido é a pasta 
base de cocaína, que ao ser cristalizada em meio ácido permite a obtenção da forma 
de sal denominada cloridrato de cocaína, que é um pó branco, solúvel em água e 
comumente administrado por via nasal ou intravenosa. Da mesma forma, a pasta base 
também pode passar por um processo de alcalinização com formação dos 
subprodutos fumados, como o crack e a merla (HAWKS, 1977; GRABOWSKI e 
DWORKIN, 1985; DUAILIBI et al., 2008). 
O primeiro registro do consumo de cocaína - datado do século VI d.C. - foi verificado 
nas populações andinas. Para os Incas a folha de cocaína tinha significado religioso, 
pois era entregue como uma oferenda aos deuses para a passagem segura através 
dos Andes (PETERSEN, 1977a). No entanto, o uso popular mais conhecido da folha 
de cocaína é pela população Boliviana e Peruana, na forma de chá ou pela mastigação 
15 
 
da folha, e, assim, utilizada como estimulante, supressor de apetite e com objetivo de 
aumentar a resistência em altas altitudes. (CARROL, 1977). 
O isolamento da cocaína foi realizado pela primeira vez em 1880 e teve como principal 
finalidade o uso como anestésico local em cirurgias oftálmicas, mas também em 
cirurgias de nariz e garganta, devido às suas propriedades vasoconstrictoras (para 
revisão ver PETERSEN, 1977b; FLEMING et al, 1990). Porém, o uso medicinal foi 
acompanhado pelo aparecimento de quadros de intoxicação que ocasionaram óbitos 
devido a complicações cardiovasculares. Com o aumento nos casos de intoxicações 
fatais o uso medicinal foi extinto, e em 1920 a cocaína foi incluída na lista de 
substâncias proscritas nos EUA. A primeira punição para venda de cocaína no Brasil 
surgiu com a Lei nº. 4.294 de 14 de julho de 1921. Importante destacar que, apesar  
das proibições o uso recreativo permaneceu (RUETSCH et al., 2001;  TORCATO, 
2013). 
O uso recreativo da cocaína ganhou destaque na década de 1970 e foi acompanhado 
pelo aumento da dose e consequentemente pelo aumento dos casos de intoxicação 
(SIEGEL, 1977; SIEGEL, 1982; CREGLER e MARK, 1986). Na intoxicação por 
cocaína os indivíduos podem apresentar sinais periféricos relacionados ao aumento 
do estímulo sobre o Sistema Nervoso Autônomo Simpático: taquicardia, diaforese e 
midríase; e efeitos centrais relacionados à estimulação do sistema nervoso central:  
estado de alerta aumentado, redução de apetite, hipercinesia (motilidade excessiva) 
e hipertermia. Além dessa sintomatologia os indivíduos também podem apresentar 
alucinações e paranoias (DACKIS e GOLD, 1985; VASICA e TENNANT, 2002; 
HAASEN et al., 2005; SCHWARTZ et al., 2010).  
Além dos sinais decorrentes do uso da cocaína, diversos autores descreveram os 
sintomas apresentados pelos usuários de cocaína. Sintomas positivos incluem a 
euforia, aumento da energia, experiência sensorial e autoconfiança. Passados os 
efeitos prazerosos, os indivíduos podem apresentar sintomas negativos, que são: a 
irritabilidade, ansiedade, agitação e disforia. Esses podem ser revertidos por outra 
administração da droga (DACKIS e GOLD, 1985; GAWIN, 1991; KOOB e VOLKOW, 
2010). Com isso, os usuários de cocaína podem apresentar comportamentos que vão 





1.3 TOXICOLOGIA DA COCAÍNA  
 
 
A duração e a intensidade dos efeitos da cocaína decorrem da dose e da via de 
administração. Com o intuito de simular os efeitos da cocaína em humanos, 
pesquisadores realizam ensaios pré-clínicos em animais. Esses ensaios têm como 
objetivo administrar doses de cocaína em concentrações equivalentes às usadas em 
humanos -0,3 - 1,2 mg/Kg por via intravenosa (i.v.). Para isso, as doses de cocaína 
comumente utilizadas nos ensaios animais são de 1 -18 mg/Kg (i.v.) e  5 - 40 mg/Kg 
por via intraperitoneal (i.p.). As doses são ajustadas considerando as diferenças nas 
taxas metabólicas e peso corpóreo (KANTAK et al, 2005; BORTOLOTTI et al, 2012; 
POMIERNY-CHAMIOLO et al., 2013).  
Nos ensaios pré-clínicos a via de administração mais utilizada é a i.p., uma vez que a 
cavidade abdominal é altamente vascularizada e permite rápida absorção de drogas, 
além de demandar aparelhamento menos complexo que a via intravenosa. Em termos 
comparativos, a velocidade de absorção i.p. corresponde à 25 a 50% quando 
comparada a via i.v. (WOODART, 1965).  
A toxicocinética da administração intraperitoneal envolve: absorção, distribuição e 
eliminação. E, como outras drogas similares, o aumento da dose administrada de 
cocaína acarreta em aumento na concentração no SNC. Além desse fator, a dinâmica 
de administrações repetidas de cocaína i.p. também aumenta significativamente a 
absorção de cocaína da cavidade abdominal para a circulação sistêmica (PAN, et al, 
1991). A figura 2, mostra um esquema da cinética de absorção/distribuição da 






Figura 2. Modelo esquemático de toxicocinética em dois compartimentos (PAN et al, 1991). Fração da 
cocaína injetada disponibilizada ao sistema circulatório a partir da cavidade corporal (f); constante de 
absorção de cocaína para corrente sanguínea (ka); volume de distribuição (v1 e v2); constante de 
penetração de cocaína através da barreira hemato-encefálica (k12 e k21); e constante de eliminação (kel) 
(adaptado de PAN et al, 1991).  
 
 
Uma vez no sistema nervoso central a cocaína desencadeia uma série de alterações 
neurofisiológicas ocasionadas por alterações nos sistemas de neurotransmissão 
central de dopamina (DA), noradrenalina (NA) e serotonina (SER) (DACKIS e GOLD, 
1985; GORELICK et al., 2004), visto que atua como um potente bloqueador do 
transportador responsável pela recaptação desses neurotransmissores (RITZ et al., 
1987 ; HYMAN e MALENKA, 2001). O aumento na disponibilidade dos 
neurotransmissores DA, NA e SE, nas sinapses, permite a manutenção dos efeitos 
estimulantes decorrentes da administração da droga.  
A busca pelos efeitos prazerosos faz com que alguns usuários desenvolvam um 
quadro de adição, que é conceituado como um transtorno que envolve ciclos de uso 
da drogas, abstinência e recaída, sendo caracterizado pela busca compulsiva pela 
droga sem considerar as consequências prejudiciais decorrentes do consumo 
(DACKIS e GOLD, 1985; WOLF, 2016). Para tanto, a Associação Americana de 
Psiquiatria classifica o padrão de uso de cocaína - adição - como transtorno por 
consumo de substâncias conforme o Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos 





Tabela 1- DSM 5 - Padrão de uso de cocaína com comprometimento ou sofrimento 
clinicamente significativo, manifestado por dois ou mais dos seguintes em um período de 12 
meses: 
Transtornos por uso de cocaína 
 A cocaína é frequentemente tomada em quantidades maiores ou durante um período mais 
longo. 
 Existe um desejo persistente ou esforços infrutíferos para reduzir ou controlar o uso de 
cocaína 
 Grande tempo é gasto em atividades necessárias para obter cocaína, usar cocaína, ou 
recuperar de seus efeitos 
 Forte desejo ou desejo de usar cocaína 
 O uso recorrente de cocaína, que resulta em uma falha no cumprimento das principais 
obrigações no trabalho, na escola ou em casa 
 Continua o consumo de cocaína apesar de ter problemas sociais ou interpessoais 
persistentes ou recorrentes causados ou exacerbados pelos efeitos da cocaína 
 Atividades sociais, ocupacionais ou recreativas importantes são dadas ou reduzidas por 
causa do uso de cocaína 
 Continuação do uso de cocaína apesar do conhecimento de ter um problema físico ou 
psicológico persistente ou recorrente que provavelmente tenha sido causado ou 
exacerbado pela cocaína 
 Tolerância 
 Retirada 
Fonte: GORELICK, 2017 
 
 
No que tange ao desenvolvimento da adição, estudo realizado por Dileone e 
colaboradores evidenciou que as drogas de abuso alteram o circuito de recompensa 
natural, evolutivamente otimizado para a sobrevivência. Este circuito é o sistema 
responsável pela modulação de respostas a estímulos que ativam sensações de 
prazer (DILEONE et al., 2012). 
Com isso, pesquisas pré-clínicas e clínicas têm estudado as relações entre o consumo 
de cocaína e as neuroadaptações nas regiões cerebrais que compõem o circuito de 
recompensa (KOOB e VOLKOW, 2010; WOLF, 2016). Com base nesses estudos, 
tem-se demonstrado que a chave para o desencadeamento dos estímulos de 
gratificação ocasionados pela cocaína estão relacionados ao aumento na 
disponibilidade de dopamina nas sinapses do circuito de recompensa (para revisão 
ver KOOB e VOLKOW, 2010). 
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1.4 CIRCUITO DE RECOMPENSA  
 
 
O circuito de recompensa cerebral, também denominado sistema mesocorticolímbico 
dopaminérgico, é o sistema responsável pela modulação de respostas a estímulos 
que ativam sensações de prazer. Esse circuito compreende uma rede complexa de 
neurônios dopaminérgicos que se projetam da área tegmental ventral (ATV) para o 
núcleo accumbens (NAc), córtex pré-frontal (CPF), hipocampo (HPC) e amígdala 
(Ami). O circuito de recompensa também envolve inervações glutamatérgicas que se 
projetam de regiões cerebrais como, córtex pré-frontal, hipocampo e amígdala para o 
núcleo accumbens, além de inervações glutamatérgicas recíprocas entre o córtex pré-
frontal, hipocampo e amígdala.  Além dessas projeções o circuito de recompensa 
conta ainda com inervações GABAérgicas que regulam a neurotransmissão inibitória 
(WISE e BOZARTH, 1987; KOOB e VOLKOW, 2010; ROBISON e NESTLER, 2011; 







Figura 3.Esquema simplificado do circuito de recompensa do cérebro humano. O cérebro à esquerda 
representa aferências dopaminérgicas que se originam na área tegmental ventral (ATV) e liberam 
dopamina no núcleo accumbens (NAc) e muitos outros alvos límbicos. Também são mostrados outros 
núcleos monoaminérgicos - o locus coeruleus noradrenérgico (LC) e a rafe dorsal serotoninérgica (DR) 
- que modulam a recompensa da droga e outras ações. O cérebro à direita destaca as regiões 
glutamatérgicas que são importantes para a recompensa: córtex pré-frontal medial (CPFm), córtex 
orbitofrontal (COF), córtex cingulado anterior (CCA), tálamo (Tal), hipocampo e amígdala, todos os 




Diversos estudos relacionados ao circuito de recompensa têm sido realizados em 
animais de laboratório, considerando que apresentam projeções neurais muito 
semelhantes às projeções neuronais no homem, como pode ser observado na figura 
4. (HABER e KNUTSON, 2010; RUSSO e NESTLER, 2013). 
 
 
Figura 4.Esquema simplificado do circuito de recompensa em cérebro de rato. Área tegmental ventral 
(ATV), núcleo accumbens (NAc) Córtex pré-frontal medial (CPFm), hipocampo (Hip), Estriado (Est), 
amígdala (Ami), lateral dorsal tegmental (LDTg), lateral habenula (LHb), hipotálamo lateral (HL). 
(RUSSO e NESTLER, 2013).  
 
Cabe ressaltar que esse circuito abrange regiões cerebrais relacionadas a importantes 
funções cognitivas, como: córtex pré-frontal, estriado e hipocampo.  O córtex pré-
frontal desempenha papel importante na memória de trabalho e em atividades que 
envolvem a atenção (KESNER  et al, 1996; FERGUSON e GAO, 2015). O estriado 
está relacionado à memória, aprendizado e resposta comportamental a estímulos 
(HYMAN e MALENKA, 2001; GOODMAN; PACKARD, 2016). E o hipocampo está 
relacionado à memória de reconhecimento, memória de trabalho, navegação espacial 
e comportamento social (NAKAMURA et at, 1991; ROTHBLAT e KROMER, 1991; 
RUBIN et al., 2014). Essas áreas são importantes para o desempenho de tarefas de 
natureza intelectual e social.  
Diante disso, diversos estudos comportamentais têm avaliado aspectos relacionados 
a desordens neurológicas em razão do consumo de drogas de abuso. Dentre essas 
drogas, o destaque no presente trabalho será dado à cocaína, uma vez que a adição 
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à cocaína está relacionada ao desencadeamento de prejuízos cognitivos, tais como: 
depressão, desinibição comportamental, agressividade, déficits de motivação e 
atenção (MAJEWSKA, 1996).  
Considerando o exposto, os testes comportamentais amplamente empregados para 
avaliar os prejuízos cognitivos ocasionados por drogas que atuam no circuito de 
recompensa, são: (i) labirinto radial de oito braços -  avalia a memória de trabalho e 
navegação espacial (NAKAMURA et al, 1991; MELO et al, 2005);  e (ii) teste de 
localização (TLO) e o teste de reconhecimento de objetos (TRO), os quais analisam a 
memória de localização espacial e reconhecimento de objetos, respectivamente (LIMA 
et al, 2011; para revisão ver WARBURTON e BROWN, 2015).  
O TRO é um modelo comportamental baseado na preferência inata dos roedores em 
explorar um objeto novo em detrimento do objeto familiar.  Esse teste permite avaliar 
processos de aprendizagem e memória por meio da utilização de objetos com 
diferentes formas, cores, brilhos e texturas (AGGLETON, 1985; ENNACEUR, 2010; 
VAN GOETHEM et al, 2012).  O TRO se destaca como teste comportamental para 
ensaios com drogas de abuso, visto que não envolve mecanismos de recompensa ou 
punição. Além de estar relacionado com ativação de regiões cerebrais presentes no 
circuito de recompensa, como: hipocampo, córtex pré-frontal e tálamo (BARKER et 
al., 2007; BALDERAS et al, 2014; para revisão ver WARBURTON e BROWN, 2015). 
Além da influência da cocaína sobre a memória - avaliada por meio dos testes 
comportamentais - estudos têm demonstrado que o consumo de cocaína acarreta 
desordens bioquímicas, principalmente, alterações nos parâmetros de estresse 
oxidativo no circuito de recompensa. Pesquisa realizada por Pomierny-Chamiolo e 
colaboradores demonstrou que ratos submetidos ao tratamento com doses repetidas 
de cocaína - em ensaio de autoadministração - apresentaram alterações em 
parâmetros de estresse oxidativo, com aumento na atividade da enzima superóxido 
dismutase (SOD), no córtex frontal, estriado dorsal e hipocampo. Outro estudo revelou 
que ratos submetidos ao tratamento agudo/crônico apresentaram redução na 
concentração de glutationa reduzida (GSH) no núcleo accumbens (UYS et al., 2011; 
POMIERNY-CHAMIOŁO et al., 2013). Diante do exposto, o estudo do estresse 
oxidativo no consumo de cocaína pode ser uma das principais fontes para o 
entendimento do comportamento cognitivo. 
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1.5  ESTRESSE OXIDATIVO E ESPÉCIES REATIVAS  
 
 
O estresse oxidativo é um processo no qual ocorre um desequilíbrio entre a formação 
excessiva de moléculas oxidantes - espécies reativas de oxigênio (ERO) e espécies 
reativas de nitrogênio (ERN) – e a capacidade de defesa dos mecanismos 
antioxidante em neutralizá-las. Esse desequilíbrio acarreta em uma série de 
alterações moleculares, visto que as espécies reativas são capazes de reagir com 
proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos. Essas interações podem desencadear morte 
celular decorrente dos processos de carbonilação proteica, peroxidação lipídica e 
alterações genéticas  (para revisão ver SIES, 1986; SALMINEN; PAUL, 2014).  
Cabe destacar que o tecido cerebral é muito vulnerável ao estresse oxidativo, pois 
possui elevado metabolismo oxidativo e limitada capacidade antioxidante (HULBERT 
et al., 2007). Além disso, como já descrito acima, evidências indicam que o consumo 
de cocaína tem sido apontado como um fator importante para o desenvolvimento de 
estresse oxidativo (UYS et al., 2011; POMIERNY-CHAMIOŁO et al., 2013). 
 
As espécies reativas de oxigênio pertencem a duas classes de moléculas derivadas 
de oxigênio molecular: as radicalares, que são espécies químicas com elétrons 
desemparelhados, e as não radicalares. As radicalares são: hidroxil (HO.), peroxil 
(ROO.), superóxido (O2.-), peridroxil (HO2.-), alcoxil (RO.); e não radicalares: oxigênio 
singleto (1O2), hidroperóxido (ROOH), ozônio (O3) e peróxido de hidrogênio (H2O2) 
(para revisão ver ARUOMA, 1998; TURRENS, 2003). 
Cabe destacar que as espécies reativas são naturalmente formadas no organismo por 
meio da respiração celular. Evidências têm apontado a geração de espécies reativas 
de oxigênio, principalmente, nos complexos I e III da cadeia respiratória (para revisão 
ver  TURRENS, 2003; TAHARA et al., 2009). Segundo Barja e Herrero o complexo I 
é a principal fonte de radical superóxido no tecido cerebral (BARJA e HERRERO, 
1998). A formação das espécies reativas de oxigênio na cadeia respiratória ocorre 
devido a falhas nos processos de redução do oxigênio em água, este é finalizado na 
citocromo oxidase terminal (Complexo IV). A redução tetravalente do oxigênio 
acarreta na formação da água, enquanto a redução monovalente resulta na formação 
do radical superóxido (O2-.) (LOSCHEN et al., 1974; BARJA e HERRERO, 1998).  
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Vale destacar que além da formação endógena as espécies reativas também podem 
ser originadas por processos exógenos, como: radiações ionizantes, toxinas, drogas, 
produtos químicos, agentes poluidores ambientais, entre outros. 
Para combater os efeitos danosos das espécies reativas, o organismo possui um 
sistema intrínseco de defesa composto por antioxidantes enzimáticos, tais como 
superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), e não 
enzimáticos, como a glutationa reduzida (GSH). O equilíbrio entre os mecanismos 
oxidantes e antioxidantes é de extrema importância para a manutenção da 
homeostasia corporal (SALMINEN e PAUL, 2014).  
 
 
1.6  SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE 
 
1.6.1 SISTEMA DE DEFESA ENZIMÁTICO 
 
 
O sistema de defesa enzimático consiste na atuação de enzimas da classe das 
oxidoredutases, as quais possuem como função eliminar as ROS dos organismos 
vivos. As enzimas - SOD, CAT e GPx - desempenham a conversão de radicais livres 
em moléculas estáveis por meio de reações em cascata, com atuação na sequência 
apresentada na Figura 5. 
 
As enzimas superóxido dismutase (SOD) são metaloproteínas consideradas primeira 
linha de defesa contra o radical superóxido. Essas enzimas são responsáveis pela 
dismutação do radical superóxido em peróxido de hidrogênio  (BANNISTE e 
CALABRESE, 1987; FRIDOVICH, 1995). 
 
A CAT é uma enzima tetramérica dependente de ferro presente em células de 
mamíferos, plantas e microrganismos. Essa enzima catalisa a decomposição do 
peróxido de hidrogênio em água e oxigênio (DEISSEROTH e DOUNCE, 1970; SAINT-
DENIS et al., 1998; PISOSCHI; POP, 2015). A GPx é uma enzima tetramérica 
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dependente de selênio, que catalisa a conversão de glutationa reduzida (GSH) em 
glutationa oxidada (GSSG) (FLOHÉ e GONZLER ,1984).  
 
 
1.6.2   SISTEMA DE DEFESA NÃO ENZIMÁTICO 
 
 
O sistema de defesa não enzimático consiste no conjunto de substâncias que 
possuem capacidade de proteger o organismo contra as espécies reativas, dentre 
essas tem-se: ácido ascórbico, α-tocoferol, β-caroteno, selênio, zinco, glutationa 
reduzida (GSH), entre outros (MATES et al, 1999; FANG et al, 2002). A GSH constitui 
o sistema de defesa antioxidante não enzimático mais abundante dos mamíferos e 
desempenha importante função na eliminação das espécies reativas no tecido 
cerebral (RAVINDRANATH et al, 1989; para revisão ver DRINGEN et al, 2000).  
 
A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptídeo, formado por glicina, glutamato e 
cisteina, - com grupo tiol livre - pode doar elétrons para a redução de peróxidos, 
formando a glutationa oxidada (GSSG). A GSH desempenha uma de suas funções 
antioxidante por meio da doação de elétrons para a redução de peróxidos na reação 




Figura 5.Diagrama da relação entre enzimas antioxidantes, GSH e GSSG. SOD, superóxido dismutase; 
CAT, catalase; GPX, glutationa peroxidase; GR, glutationa redutase; GSH, glutationa reduzida; GSSG, 





Com intuito de aumentar a disponibilidade do precursor limitante - cisteína - para a 
síntese de glutationa, tem-se proposto o uso do medicamento N-acetilcisteína (NAC) 
(para revisão ver DRINGEN et al, 2000). 
 
 
1.7  N-ACETILCISTEÍNA  
 
 
A N-acetilcisteína (NAC) é considerada um fármaco seguro e bem tolerado que possui 
diversas indicações clínicas, tais como: tratamento de hepatotoxicidade por 
intoxicação com paracetamol, bronquite, fibrose cística, doença pulmonar obstrutiva 
crônica, dentre outras (COTGREAVE, 1997; KELLY, 1998; HEARD, 2008). Estudos 
têm indicado o uso da NAC em transtornos por uso de drogas, como: cocaína, heroína, 
nicotina e álcool (DEAN et al., 2011; MCCLURE et al., 2014; BOWERS et al., 2016).  
Uma vertente que corrobora o uso da NAC nesses transtornos se baseia na 
capacidade antioxidante desse fármaco (ARUOMA, 1998). 
 
A NAC é um pró-fármaco, derivado da acetilação do grupo α-amino  da cisteina 




Figura 6. Estrutura molecular da N-acetilcisteína. Fonte: Farmacopéia brasileira 5ª edição) 
 
 
A presença do resíduo de L-cisteína confere à NAC a característica de estimular a 
síntese de GSH pelo fornecimento de substrato cisteína (SMILKSTEIN et al., 1988; 








Após a administração a NAC sofre o processo de desacetilação no fígado tendo como 
produto o resíduo de L-cisteína. No sistema nervoso a L-cisteína pode ser oxidada, e 
ocasionar aumento na disponibilidade de cistina, que participa da síntese de GSH por 
meio do antitransportador cistina/glutamato presente nas células gliais.  O 
antitransportador cistina/glutamato desloca o glutamato para fora e cistina para dentro 
da célula na razão 1:1, assim regula os níveis de glutamato extracelular e facilitando 
a entrada de cistina na célula. Uma vez dentro da célula a cistina pode ser reduzida a 
cisteína, e usada como substrato na síntese de GSH (para revisão ver BERK et al., 
2013).   
 
O consumo de cocaína tem sido relacionado ao desenvolvimento de diversos 
problemas cognitivos, dentre esses o prejuízo na memória. Diante disso, estudos têm 
indicado o uso da NAC para o tratamento/ prevenção dos transtornos ocasionados 
por uso de cocaína. O nosso estudo teve como intuito pesquisar os efeitos do pré-
tratamento NAC sobre a memória de reconhecimento em animais submetidos ao 
tratamento com cocaína, bem como avaliar os possíveis efeitos sobre o estresse 






2.1   OBJETIVO GERAL 
 
Investigar os efeitos da N-acetilcisteína sobre parâmetros comportamentais e de 
estresse oxidativo num modelo experimental de cocaína subaguda em ratos.  
  
2.2   OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
Avaliar os efeitos do pré-tratamento com N-acetilcisteína sobre a memória de animais 
tratados com cocaína por meio de teste de reconhecimento de objetos. 
 
Avaliar os efeitos do pré-tratamento com N-acetilcisteína sobre parâmetros oxidantes 
e antioxidantes em cérebro de animais tratados com cocaína por meio da avaliação 
de: 
✓ Dosagem de glutationa reduzida (GSH); 
✓ Razão de glutationa reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSG); 




3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
3.1  REAGENTES 
 
 
A amostra bruta de cocaína de rua foi cedida pela Polícia Civil do Estado do Espírito 
Santo. A N-acetilcisteina 99% (Sigma-Aldrich), ácido 5-sulfossalicílico (Amresco), 
DTNB (sigma-aldrich), glutationa redutase (Sigma-Aldrich), NADPH (Cayman), 2-
vinilpiridina (Sigma-Aldrich), glutationa oxidada (Sigma-Aldrich), glutationa reduzida 
(Sigma-Aldrich), Kit Oxyblot (Merk), padrão de cocaína (Cerilliant) e padrão de 




3.2  ANIMAIS 
 
 
Foram empregados 54 ratos Wistar, machos, pesando aproximadamente 150-200 g, 
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciências da Saúde (CCS) da 
Universidade Federal do Espírito Santo (UFES). Os animais foram transferidos para a 
sala de manutenção do Laboratório de Ciências Cognitivas e Neuropsicofarmacologia 
(LCCNPF) do Programa de Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas (CCS/UFES) e 
mantidos em gaiolas individuais em um ambiente climatizado (22° C ± 2), umidade 
relativa de 50% – 70%, ciclo claro-escuro artificial de 12h (luzes acesas às 7 h), com 
ração própria para roedores e água ad libitum. Neste estudo foram respeitados os 
princípios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA, 
www.cobea.org.br), que está em conformidade com normas internacionais de 
pesquisa envolvendo animais. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Uso 







3.3  DOSAGEM DA COCAÍNA NA DROGA BRUTA  
 
 
A concentração de cocaína na droga bruta, cocaína de rua, foi determinada por 
cromatografia gasosa (CG-MS) da Agilent. Para a análise foi empregada coluna 
cromatográfica capilar HP-5MS (Agilent Technologies), 30 m x 0,25 um d.i., espessura 
do filme 0,25 um; programa de temperatura: temperatura inicial de 100 por 1 min, 
5ºC/min até 130ºC, 15ºC/min até 230ºC por 2 min e depois 10ºC/min até 290ºC por 
3min. O fluxo de hélio foi mantido a 1.1mL/min. Volume de injeção de 1uL. Tempo de 
corrida 24.667 min. 
 
A curva de calibração foi realizada com padrão de cocaína nas concentrações (50, 




3.4  DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
 
Animais foram separados em 6 grupos, e receberam tratamentos por 10 dias 
consecutivos. Todas as drogas foram administradas por via intraperitoneal.  
 
Cloridrato de cocaína (Coc) foi solubilizado em solução salina estéril pH 7.2, (soluções 
contendo 5mg/mL e 10mg/mL foram respectivamente utilizadas para a administração 
das doses de 5mg/Kg e 10 mg/Kg de cocaína. A N-acetilcisteína (NAC) foi solubilizada 
em solução salina estéril, e o pH corrigido para 7.2 com NaOH 10M (solução na 
concentração 150 mg/mL foi utilizada para administração da dose de 150 mg/Kg).  
 
 Grupo Controle – Animais submetidos a duas administrações de salina, com intervalo 
de 60 min entre as administrações; 
 Grupo NAC-Salina – Animais submetidos ao tratamento com NAC 150 mg/mL e 
posteriormente tratados com salina, com intervalo de 60 min entre as administrações; 
 Grupo Salina-Coc 5 – Animais submetidos ao tratamento com salina e 
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posteriormente tratados com cocaína 5mg/mL com intervalo de 60 min entre as 
administrações; 
 Grupo NAC-Coc 5 – Animais submetidos ao tratamento com NAC (150mg/mL) e 
posteriormente tratados com cocaína 5mg/mL, com intervalo de 60 min entre as 
administrações; 
 Grupo Salina-Coc 10 – Animais submetidos ao tratamento com salina e 
posteriormente tratados com cocaína 10mg/mL, com intervalo de 60 min entre as 
administrações;  
 Grupo NAC-Coc 10 – Animais submetidos ao tratamento com NAC 150mg/mL e 
posteriormente tratados com cocaína 10mg/mL, com intervalo de 60 min entre as 
administrações. 
 
Os animais foram levados ao teste comportamental no 7º dia para habituação, no 8º 
dia para a sessão treino e após 1h 30min para o teste de memória de curta duração 
(STM) e no 9º dia para o teste de memória de longa duração (LTM). Os animais foram 
submetidos aos testes 10 min após a finalização dos protocolos de administração das 
drogas, exceto para o teste de LTM, uma vez que para realização desse teste os 
animais ficaram abstinentes por 24h, e receberam os tratamentos somente após a 
realização do teste de LTM. A eutanásia dos animais foi realizada no 10º dia, uma vez 
que a extensa carga horária dispensada com os tratamentos e testes 
comportamentais realizados no 9º dia impossibilitaram a realização da eutanásia no 
9º dia.  No 10º dia de tratamento os animais foram eutanasiados por decapitação – 10 
min após a finalização dos protocolos de tratamento - para remoção de tecido cerebral, 
o córtex pré-frontal e o hipocampo, os quais foram dissecados e estocados à – 80º C 







Figura 8. Representação esquemática do desenho experimental. Memória de curta duração (STM). 




3.5   TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS (TRO)  
 
As sessões do TRO foram realizadas seguindo protocolo adaptado da metodologia de 
Ennaceur e Delacour (1988). Os animais foram submetidos a sessão de habituação 
no 7º dia de tratamento. Nessa etapa os animais permaneceram, sem nenhum objeto, 
por 10 min em caixa de campo aberto com dimensões (600mm x 600mm x 450mm). 
Após  24 h - 8º dia de tratamento - os ratos foram submetidos a sessão treino com 
dois objetos idênticos (A1 e A1) dispostos na diagonal do campo aberto e 
permaneceram em teste por 5 min.  Uma hora e 30 minutos após término da seção 
treino, foi avaliada a memória de curta duração (STM), os ratos foram novamente 
submetidos a 5 min em campo aberto, porém com um objeto familiar (A1) e um objeto 
novo (B1).  Para testar a memória de longa duração (LTM) o animal retornou ao campo 
aberto, 24 horas após a sessão treino, com um objeto familiar (A1) e um objeto novo 
(C1). Nessa última sessão também  teve 5 minutos para explorar o ambiente 
(IZQUIERDO et al., 1998).  O desenho esquemático do TRO está ilustrado na Figura 
9. Todos objetos utilizados nas sessões foram dispostos a 15 cm de distância das 
paredes laterais. O tempo de exploração de cada objeto foi registrado pelo software 





Figura 9. Esquema das etapas do teste de reconhecimento de objetos. A) Treino: A1 são objetos 





O Índice de Reconhecimento (%IR) foi calculado por meio da porcentagem entre a 
relação do tempo de exploração do objeto novo e o tempo de exploração do objeto 
familiar.  O índice de reconhecimento foi calculado pela fórmula TN/ (TA + TN) X 100, 
onde TN é o tempo gasto para explorar o objeto novo e TA é o tempo gasto para 




3.6  PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANÁLISES BIOQUÍMICAS 
 
 
Para a análise da concentração de glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada 
(GSSG) e da razão GSH/GSSG os tecidos do córtex pré-frontal e hipocampo foram 
homogeneizados em ácido de sulfossalicílico (SSA) 5% na proporção de 1:10 m/v. O 
homogenato foi centrifugado a 10.000 × g por 10 minutos, a 4ºC.  
 
O sobrenadante foi utilizado para dosagem de GSH. Para a dosagem de GSSG o 





A extração proteica dos tecidos (córtex pré-frontal e hipocampo) foi realizada, na 
relação m/v (1:10), em tampão fosfato de sódio 20mM com KCl 140 mM (pH 7.4) 
adicionado de coquetel inibidor de proteases (Sigma-Aldrich) 1% (v/v), em Potter por 
2 min à 0–4ºC. Os homogenatos foram centrifugados 10.000 g por 10 min à 4°C. Os 
sobrenadantes foram recolhidos para as análises de carbonilação proteica. O 
conteúdo proteico nas amostras obtidas foi determinado pelo método de Lowry 






3.7   AVALIAÇÃO DE ESTRESSE OXIDATIVO E DEFESA ANTIOXIDANTE 
  
3.7.1 DOSAGEM DE GLUTATIONA REDUZIDA E RAZÃO GSH/GSSG 
 
 
O conteúdo de glutationa total (GSH) e dissulfeto de glutationa (forma “oxidada”, 
GSSG) foi determinado no homogenato de córtex pré-frontal e hipocampo utilizando 
o método de reciclagem com o ácido 5,5´ditio-bis (2-nitrobenzóico) (DTNB) e GSSG 
redutase (GRIFFITH, 1980).  Este ensaio utiliza um método cinético baseado na 
redução do DTNB a TNB (ácido 5-tio-2-nitrobenzóico) que pode ser detectado 





1) 2 GSH + DTNB → GSSG + 2 TNB 
                                       Glutationa redutase 
2) GSSG + NADPH + H+                                 2 GSH + NADP+ 
 
A combinação das duas reações: 
 
                                          Glutationa redutase 
DTNB + H+ + NADPH                                  2 TNB + NADP+ 




Para dosagem da GSH, 10 μL do sobrenadante foram colocados em uma microplaca 
de 96 poços. Em seguida, foram adicionados 150 μL da mistura de trabalho [95 mM 
de tampão fosfato (pH 7,0), 0,95 mM de EDTA, 48 μM de NADPH, 0,031 mg/mL de 
DTNB, 0,115 unidades/mL de glutationa redutase e 0.24% de ácido sulfossalicílico].  
As amostras foram incubadas durante 5 minutos à temperatura ambiente.  Em 
seguida, 50 μL de NADPH (0,16mg/mL) foram adicionados e o cronômetro disparado.  
A formação do TNB foi acompanhada pela leitura das absorbâncias a 405 nm 
realizadas a cada minuto, durante 5 minutos, em leitor de ELISA. 
 
O procedimento utilizado para a dosagem da GSSG foi o mesmo da glutationa total, 
porém para esta análise a amostra passou por uma etapa de derivatização antes da 
dosagem. Nesse processo, 2 μL de 2-vinilpiridina foram adicionados em 100 μL dos 
homogenatos de córtex pré-frontal e hipocampo. O pH dos homogenatos foi ajustado 
para valores entre 6 e 7 utilizando trietanolamina (TEA). Após incubação por 60 
minutos, as amostras derivatizadas foram utilizadas no ensaio de acordo com o 
mesmo procedimento descrito acima. 
 
As absorbâncias de diluições seriadas de soluções padrão de glutationa reduzida e 
oxidada foram determinadas separadamente para obtenção das curvas de calibração. 
Após análise de regressão linear, foi determinada a equação da reta. Esta equação 
foi utilizada para determinar as concentrações em nmoles de glutationa total e oxidada 
por mL de amostra. 
 
 
3.7.2   ESTRESSE OXIDATIVO PROTEICO 
 
 
O índice de carbonilação de proteínas foi avaliado pelos métodos de determinação 
dos produtos avançados de oxidação proteica (AOPP) e utilizando o kit Oxyblot Merk®.  
 
Os produtos avançados de oxidação proteica (AOPP) foram avaliados como descrito 
por Witko-Sarsat (1998) e colaboradores utilizando microplaca de Elisa de 96 poços. 
As análises foram realizadas seguindo a relação m/v (1:3), 70 uL do homogenato 
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proteico do córtex pré-frontal e hipocampo e 140 uL de tampão fosfato de sódio 20mM 
com KCl 140 mM (pH 7.4).  Para análise da carbonilação proteica foi confeccionada 
uma curva de Cloramina T (5 a 100 uM).  Nos poços das amostras e da curva de 
Cloramina foi adicionado 10uL de iodeto de potássio (1,16 mol/L) e 20 uL de ácido 
acético glacial. Após a adição do ácido a placa foi levemente agitada por 6 min e a 
leitura da absorbância da cloramina T foi realizada a 340 nm. As concentrações de 
AOPP foram expressas em uM de Cloramina T/ mg de proteína.  
 
 
Índice de proteínas carbonizadas foi também avaliado por Western Blotting usando o 
kit de Oxyblot conforme descrito pelo fabricante.  
Esta análise foi realizada com 5 replicatas biológicas de cada grupo analisado (cinco 
animais). De forma resumida, duas alíquotas do extrato proteico (contendo 25ug de 
proteína) de cada animal foi acrescido de 5 uL de SDS 12%. Uma das alíquotas foi 
submetida a derivatização pela adição de 10 uL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), e 
a outra (não derivatizadas) foi adicionado o mesmo volume de solução controle de 
derivatização (controle negativo). Após 15 minutos de reação - 15 min em temperatura 
ambiente - foi adicionado 7,5 uL de solução de neutralização. Estas amostras foram 
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12% e posteriormente transferidas 
para membrana de PDVF.  
 
Após o bloqueio, as membranas foram incubadas com anticorpo primário de coelho 
anti-DNP (diluição 1: 150) por 1h a 18 - 25 ° C com agitação suave. Após lavagem as 
membranas foram incubadas com anticorpo secundário IgG anti-coelho de cabra 
(conjugado com HRP) (diluição 1:300) em solução de bloqueio. Foi utilizada 
substância quimioluminescente (ECL Plus, AmershamTM, GE Healthcare, UK) para 
revelação das bandas imunorreativas pelo ChemiDoc (Bio-Rad). A amostra não 













3.8    ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 
Para a avaliação do índice de reconhecimento de objeto foi realizado ANOVA de duas 
vias e post-hoc Bonferroni. A avaliação da concentração de GSH (nmol/mL), 
GSH/GSSG (nmol/mL) e AOPP (uM de Cloramina T/ mg de proteína) foram realizadas 
pelo teste de Kruskal-Wallis. A avaliação do índice de carbonilação proteína, pela 
metodologia de Oxyblot, foi realizada ANOVA 1 via com Dunn's Multiple Comparison 
Test. As análises dos dados de imagem do teste comportamental foram realizadas 
pelo programa Any-maze®. As análises de imagem do Western Blotting foram 
realizadas pelo software ImageLab®. Para as análises estatísticas e representação 
gráfica foi utilizado o programa GraphPad Prism®, versão 7.0. Para todas as análises 







4.1 PERCENTUAL DE COCAÍNA NA DROGA BRUTA E ADULTERANTES 
 
 
A concentração de cocaína na amostra da droga utilizada foi determinada por 
cromatografia gasosa e espectrometria de massas (CG-MS). A separação 
cromatográfica mostrou que a droga bruta utilizada contém adulterantes (Figura 11).  
 
A identificação dos componentes – presentes na amostra - foi feita pela análise dos 
produtos de fragmentação e tempo de retenção: o componente com tempo de 
retenção (12.45 min) corresponde a lidocaína, (13.44 min) a cafeína e (16.82 min) a 
cocaína. As figuras 11B, 11C e 11D mostram perfis obtidos e as abundâncias relativas 
dos produtos de fragmentação destas moléculas. 
 
O conteúdo de cocaína na amostra correspondeu a 23%, e foi estimado utilizando 











Figura 11. Cromatograma da droga bruta (A). Identificação dos componentes da amostra por 
fragmentação por impacto eletrônico;  lidocaína (B); cafeína (C); cocaína (D). 
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4.2  TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS  
 
A avaliação da memória permitiu a identificação de prejuízo no índice de 
reconhecimento do objeto familiar nos grupos tratados com cocaína, e que o pré-
tratamento com NAC foi capaz de prevenir o dano cognitivo no grupo submetido a 
maior dose de cocaína -10mg/Kg. (Fig. 12 e 13). 
 
Os resultados da avaliação da STM evidenciaram que os animais do grupo Salina-
Coc-10 apresentaram índice de reconhecimento do objeto familiar inferior ao do grupo 
Salina-Coc-5 (p=0,0027) e animais controle (p=0,005), respectivamente. Os animais 
previamente tratados com NAC seguido de cocaína 10mg/Kg (grupo NAC-Coc-10) 
não apresentaram diferença significativa no IR quando comparados com os animais 






Figura 12. Índice de reconhecimento de objeto familiar na memória de curta duração (STM). **p<0,005 




A avaliação da LTM demonstrou que os animais do grupo Salina-Coc-5 (p= 0,0411) e 
Salina-Coc-10 (p= 0,033) apresentaram redução no IR quando comparados aos 
animais controle, com diferença significativa p<0,05. E que os animais previamente 
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tratados com NAC seguido de cocaína 10mg/Kg (grupo NAC-Coc-10) apresentaram 
melhora do IR em relação aos animais do grupo Salina-Coc-10, com diferença 
significativa p=0,001 (Fig. 13).  
 
    
Figura 13. Índice de reconhecimento de objeto familiar na memória de longa duração (LTM). **p=0,001 
e *p< 0,05. ANOVA 2 vias post-hoc Bonferroni (n=8-9). Dados representados média ± EPM.                                      




4.3 AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO  
 
 
As análises bioquímicas foram realizadas para ampliar o conhecimento do efeito do 
consumo de diferentes doses de cocaína e sobre o estresse oxidativo cerebral e 
também avaliar o potencial efeito neuroprotetor da NAC. Possíveis alterações no 
balanço redox nos grupos experimentais foram avaliadas por meio de dosagens de 











4.3.1 CONCENTRAÇÃO DE GLUTATIONA REDUZIDA E RAZÃO GSH/GSSG  
 
 
As figuras 14 e15 mostram os resultados da dosagem de GSH no córtex pré-frontal e 
no hipocampo, respectivamente. Apesar de uma maior dispersão entre as replicatas 
biológicas no grupo controle, a análise dos dados mostrou que não há diferença 








                     
Figura 15 Dosagem de Glutationa Reduzida (GSH) no hipocampo. Kruskal-Wallis test (n= 5-7). Dados 
representados média ± EPM. 
Figura 14 Dosagem de Glutationa reduzida (GSH) no córtex pré-frontal. Kruskal-Wallis test (n= 5-10). 




Também foi avaliada a razão GSH/GSSG nos grupos experimentais. Esta relação é 
considerada um dos principais marcadores do potencial redox celular, um maior valor 
é indicativo de maior potencial antioxidante.  A figura 16 mostra os resultados da razão 
GSH/GSSG no córtex pré-frontal, observa-se que não houve diferença significativa 
deste parâmetro entre os grupos estudados.  
 
                                                                       














Assim como no córtex pré-frontal, o hipocampo dos grupos estudados não apresentou 
diferença significativa na razão GSH/GSSG (Fig. 17). 
 
 
Figura 17 Razão entre GSH/GSSG no hipocampo. Kruskal-Wallis test(n=5-6). Dados representados 
média ± EPM. 
 
Figura 16 Razão entre GSH/GSSG no córtex pré-frontal. Kruskal-Wallis test (n= 5-10). Dados 




      
 
4.3.2 ESTRESSE OXIDATIVO PROTEICO 
 
 
Considerando que a carbonilação de proteínas é um indicador inespecífico de 
estresse oxidativo proteico, avaliou-se os possíveis efeitos da cocaína sobre o 
estresse proteico e o potencial protetor da NAC, usando dois métodos. 
 
Quando esta análise foi realizada utilizando a metodologia de AOPP, não foram 
detectadas diferenças significativas no índice de carbonilação proteica no córtex pré-




Figura 18 Proteínas carboniladas no córtex pré-frontal. Kruskal-Wallis test (n= 5-6). Dados 










Figura 19 Proteínas carboniladas no hipocampo. Kruskal-Wallis test (n= 5-6). Dados representados 




Também avaliamos o índice de carbonilação proteica utilizando o imuno-ensaio -    
oxyblot - resultados desta análise são mostrados nas figuras 20 e 21. 
 
As figuras 20A e 21A, mostram os perfis de carbonilação proteica obtidos do córtex 
pré-frontal e do hipocampo dos grupos experimentais, por inspeção visual pode-se 
perceber maior intensidade de carbonilação de proteínas no grupo Salina-Coc 10, e 
menor no grupo Nac-Coc 10, em ambos tecidos analisados.  
Quando a análise da intensidade foi avaliada por densitometria (software ImageLab 
Bio-Rad), usando o resultado da intensidade das bandas provenientes de uma 
replicata biológica de cada grupo experimental, os dados mostraram que, o grupo 
Salina Coc-10 apresentou intensidade de carbonilação proteica maior quando 
comparada ao grupo Controle, NAC-salina e NAC Coc-10, tanto no CPF quanto no 
HPC, apesar de não significativa (Figuras 20B e 21B).  
 
A análise da densidade carbonilação proteica, da média de cinco replicatas biológicas 
de cada grupo experimental do córtex pré-frontal, evidenciou que os animais do grupo 
NAC-Salina e Salina Coc-10 não apresentaram diferença significativa em relação ao 
grupo Controle. Entretanto, animais do grupo NAC Coc-10 apresentaram uma redução 
de 49% na densidade de proteínas carboniladas quando comparada ao grupo NAC –









Figura 20.  Análise da carbonilação de proteína do córtex pré-frontal por Oxyblot. (A) Western blotting 
com replicata biológica de cada grupo experimental (1-Controle, 2-NAC-Salina, 3-Salina Coc-10, 4-
NAC Coc-10). (B) Gráfico de densitometria com replicata biológica de cada grupo experimental (1-
Controle, 2-NAC-Salina, 3-Salina Coc-10, 4-NAC Coc-10). (C) Análise gráfica da densidade relativa da 
carbonilação de proteína da média de cinco replicatas biológicas de cada grupo experimental. *p< 0,05. 
ANOVA 1 via com Dunn's Multiple Comparison Test (n=5). Dados representados média ± EPM. Para a 
avaliação do índice de carbonilação de proteínas nos grupos estudados, a densidade do grupo controle 
foi considerada 100% em cada blot. A efetividade do método foi comprovada pelo não aparecimento 
de banda nas amostras não derivatizadas (#). 
 
 
A análise da densidade de carbonilação proteica, da média de cinco replicatas 
biológicas de cada grupo experimental do hipocampo, evidenciou que os animais do 
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grupo NAC-Salina e Salina Coc-10 não apresentaram diferença significativa em 
relação ao grupo controle. Entretanto, animais do grupo NAC Coc-10 apresentaram 
uma redução de 46% na densidade de proteínas carboniladas quando comparada ao 




Figura 21. Análise da carbonilação de proteína do hipocampo por Oxyblot. (A) Western blotting com 
replicata biológica de cada grupo experimental (1-Controle, 2-NAC-Salina, 3-Salina Coc-10, 4-NAC 
Coc-10). (B) Gráfico de densitometria com replicata biológica de cada grupo experimental (1-Controle, 
2-NAC-Salina, 3-Salina Coc-10, 4-NAC Coc-10). (C) Análise gráfica da densidade relativa da 
carbonilação de proteína da média de cinco replicatas biológicas de cada grupo experimental. *p< 0,05. 
ANOVA 1 via com Dunn's Multiple Comparison Test (n=5). Dados representados média ± EPM. Para a 
avaliação do índice de carbonilação de proteínas nos grupos estudados, a desidade do grupo controle 
foi considerada 100% em cada blot. A efetividade do método foi comprovada pelo não aparecimento 






Os efeitos da cocaína sobre a memória e aprendizagem têm sido objeto de diversos 
estudos, uma vez que esta droga altera o funcionamento neuronal de regiões 
cerebrais envolvidas na codificação da memória. Com o intuito de prevenir ou até 
mesmo reverter os danos ocasionados pela cocaína sobre a memória, a literatura tem 
destacado o uso de diversos medicamentos, dentre esses a NAC. 
Nesse trabalho foi demonstrado que a N-acetilcisteína (NAC) foi capaz de prevenir, 
pelo menos em parte, o prejuízo ocasionado pela cocaína na memória, como também 
contribuiu para homeostase oxidativa de proteínas. 
Os achados do presente trabalho sobre o prejuízo ocasionado pela cocaína na 
memória de reconhecimento estão de acordo com outros estudos descritos na 
literatura. Uma vez que dados da literatura têm apontando que a cocaína produz 
efeitos amnésicos em humanos e animais de laboratório(SERPER et al, 2000 
;NIIGAKI et al., 2010). Além disso, pesquisas evidenciaram que usuários de cocaína 
apresentam maiores riscos em desenvolver prejuízos cognitivos relacionados a 
memória, principalmente, em atividades que envolvem a atenção, memória em tarefas 
verbais e memória operacional (para revisão ver POTVIN et al., 2014).  
Os efeitos da cocaína sobre a memória dependem de diversos fatores, como:  a dose, 
o tempo de tratamento (agudo, subcrônico e crônico), a dinâmica de administração 
(antes do treinamento, afetando a aquisição da memória ou após o treinamento, 
afetando a consolidação ou recuperação da memória (TAKAHASHI et al., 2008; 
CUNHA-OLIVEIRA et al., 2014).  
No presente trabalho nós avaliamos o efeito cumulativo de duas doses de cocaína 
(5mg/Kg e 10mg/Kg) na memória de ratos submetidos ao protocolo de memória de 
reconhecimento no oitavo dia (STM) e nono dia (LTM) de tratamento. Nós observamos 
que a maior dose de cocaína ocasionou prejuízo na memória de curto e longo prazo. 
A menor dose de cocaína somente ocasionou prejuízo na memória de longo prazo.  
Estudos utilizando protocolos comportamentais com dinâmica de administração de 
cocaína, semelhantes ao nosso trabalho, demostraram déficits na 
memória/aprendizagem após administração de cocaína. A administração aguda de 
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cocaína, nas doses de 7.5, 10, 15 ou 30 mg/kg, 5 e 30 minutos antes da sessão treino 
ocasionou déficit na aquisição de memória no teste de esquiva discriminativa (NIIGAKI 
et al., 2010). O tratamento subcrônico com altas doses de cocaína (20 e 40 mg/Kg) 
ocasionaram déficits de memória no teste de labirinto aquático (QUIRK et al., 2001). 
Para realização deste trabalho foi utilizada uma amostra de droga bruta de cocaína 
de rua, normalmente consumida por usuários de drogas, apreendida pela Polícia Civil 
do Estado do Espírito Santo. Tem sido relatado que as amostras de cocaína de rua 
apresentam adulterantes, os quais também podem causar efeitos nos usuários 
(BERNARDO et al., 2003). 
Para avaliar o lote da amostra bruta empregada nesse trabalho, foi realizada análise 
por cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de massa (CG-MS). Esta análise 
mostrou que 23% da droga bruta corresponde à cocaína, e também permitiu a 
detecção de cafeína e lidocaína. 
As doses utilizadas neste trabalho foram ajustadas pelo conteúdo de cocaína bruta, 
entretanto parte do prejuízo na memória pode ter sido acarretado pela cafeína. 
Além dos efeitos amnésicos ocasionados pela cocaína, estudo têm demonstrado que 
a cafeína – adulterante comumente encontrado na cocaína de rua – também está 
relacionada a déficits na aquisição da memória quando administrada em altas doses 
(30mg/Kg -100mg/Kg) antes da sessão de treino (ANGELUCCI et al., 1999; 
BERNARDO et al., 2003; TAKAHASHI et al., 2008). Este efeito também foi 
demonstrado por Izquierdo e colaboradores, quando ratos tratados com cafeína 
previamente a sessão treino apresentaram prejuízo na memória de longo prazo (24h) 
(IZQUIERDO et al, 1979). 
Tanto a cocaína quanto a cafeína aumentam a disponibilidade de dopamina nas 
sinapses do Sistema Nervoso Central atuando em sinergismo. A cafeína, promove o 
aumento na liberação dos neurotransmissores de dopamina por meio do antagonismo 
nos receptores de adenosina localizados nos neurônios que compõem o circuito de 
recompensa (SNYDER et al., 1981; ACQUAS et al., 2002; CAULI e MORELLI, 2005). 
E a cocaína intensifica a neurotransmissão dopaminérgica, visto que atua como um 
potente bloqueador do transportador responsável pela recaptação de DA (RITZ et al., 
1987 ; HYMAN e MALENKA, 2001). 
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A dopamina é um neurotransmissor chave para regulação de processos cognitivos. 
Diante disso, tem-se evidenciado que a neurotransmissão dopaminérgica regula as 
funções cerebrais que influenciam a memória através de processos que envolvem a 
recompensa, atenção e o medo (CROPLEY et al., 2006).  E que a melhora no 
desempenho da memória de reconhecimento tem sido associada a ativação da 
dopamina sobre os receptores D1 (LIMA et al., 2011) 
No entanto, é importante destacar que, dependendo do nível de estimulação, a 
ativação dos receptores D1 pode ocasionar prejuízo na memória de reconhecimento 
de objetos (LIMA et al., 2011). Com isso, podemos sugerir que o déficit de memória 
que observamos nos animais tratados com cocaína na concentração de 10mg/Kg, 
pode ser uma consequência do aumento no disparo dopaminérgico. E que a menor 
exploração do objeto novo no dia dos testes (STM e LTM) pode ser explicada por um 
déficit na aprendizagem inicial, ou seja, na seção treino. 
Como descrito na introdução, a codificação da memória de reconhecimento envolve a 
ativação de diversas regiões cerebrais, como: córtex perirrinal, hipocampo, córtex pré-
frontal e tálamo, e está relacionada a capacidade de julgar a ocorrência prévia de 
estímulos/eventos e a habilidade para orientar o comportamento prospectivo 
(BARKER et al., 2007; BALDERAS et al., 2014; para revisão ver WARBURTON e 
BROWN, 2015). 
A memória é um fenômeno complexo, cada região que compõem a memória de 
reconhecimento processa informações específicas. Com isso, os córtex perirrinal e 
pré-frontal processam as informações dos objetos, enquanto o córtex entorrinal e o 
hipocampo processam as informações contextuais em que os objetos foram 
experimentados (BALDERAS et al., 2014).  
Considerando que a cocaína prejudica a memória, uma das hipóteses para o déficit 
na memória de reconhecimento, no presente trabalho, pode estar relacionada a 
prejuízos nas funções cognitivas desempenhadas pelo córtex pré-frontal. Uma vez 
que estudos têm evidenciado que a exposição repetida a drogas de abuso prejudica 
as funções cognitivas do CPF (KESNER et al., 1996; FERGUSON e GAO, 2015; para 
revisão ver EVERITT, 2014). 
Para tanto as evidências comportamentais e fisiológicas indicam que há uma faixa 
normal da função da dopaminérgica no córtex pré-frontal que pode ser descrita como 
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uma relação “U invertido” entre a transmissão de dopamina e a integridade da 
memória (WILLIAMS e CASTNER, 2006). Assim, a estimulação excessiva do receptor 
D1 se torna deletéria para aspectos críticos da cognição. Dessa forma, há evidências 
de que a estimulação do receptor de dopamina tem uma influência excitatória nos 
interneurônios GABAérgicos pré-frontais, e que indiretamente geram correntes pós-
sinápticas inibitórias em neurônios piramidais, e como consequência ocasionam 
redução nas respostas relacionadas à memória (ZHOU E HABLITZ, 1999; 
GOLDMAN-RAKIC et al., 2000). 
O prejuízo nas memórias de curto e longo prazo encontrados no presente estudo 
podem ser, em partes, explicadas por neuroadaptações nas regiões cerebrais 
envolvidas na consolidação da memória no TRO, uma vez que a memória de 
reconhecimento visa identificar o armazenamento de estímulos previamente 
experimentados (BALDERAS et al., 2014). 
Com intuito de prevenir os prejuízos ocasionados pela cocaína sobre a memória, nós 
avaliamos o teste de reconhecimento de objetos em animais previamente tratados 
com N-acetilcisteína (NAC) seguidos do tratamento com cocaína. Como já descrito o 
tratamento com NAC tem sido proposto como uma alternativa para a redução dos 
danos cognitivos ocasionados pelo consumo de cocaína 
Cabe destacar que, o nosso estudo foi o primeiro a realizar o teste de reconhecimento 
de objetos em animais submetidos a administração de cocaína, porém previamente 
tratados com N-acetilcisteína.   Optamos por utilizar a metodologia do TRO, visto que 
se ela destaca como um excelente teste comportamental, não depende de motivação 
externa, recompensa ou punição, além de necessitar de pouco treinamento ou 
habituação. Por estas razões tem sido muito utilizado para testar animais que recebem 
tratamentos que podem alterar o sistema de recompensa (SILVERS et al., 2007). 
Nossos dados sugerem que os animais que receberam NAC previamente ao 
tratamento com cocaína (10mg/Kg), apresentaram melhores índices de 
reconhecimento do objeto no teste de memória de longo prazo, quando comparados 
aos animais tratados previamente com salina.   
Como já descrito anteriormente, o consumo repetido de cocaína ocasiona um 
aumento no disparo dopaminérgico da área tegmental ventral (ATV) para o córtex pré-
frontal (CPF), que como consequência acarreta na estimulação da neurotransmissão 
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glutamatérgica no córtex pré-frontal, que ao estimular a neurotransmissão 
GABAérgica, promove correntes pós-sinápticas inibitórias em neurônios piramidais 
pré-frontrais, com consequente prejuízo nas respostas relacionadas à memória de 
reconhecimento (Figura 22A) (GOLDMAN-RAKIC et al., 2000; TZSCHENTKE e 
SCHMIDT, 2003). 
Diante da interação entre a neurotransmissão dopaminérgica e glutamatérgica, tem- 
se que uma possível explicação para o efeito protetor da NAC sobre a memória de 
reconhecimento de objetos pode decorrer da modulação indireta, por meio da cisteína, 
nos sistemas de neurotransmissão glutamatérgica. Assim a cistina, produto de 
oxidação da cisteína, pode ter participado da regulação dos níveis extracelulares de 
glutamato por intermédio do trocador presente nas células gliais - antitransportador 
cistina/glutamato. A NAC tem sido apontada como facilitadora desse antitransporte, e 
que por meio desse mecanismo pode regular os níveis de glutamato extracelular, 
sendo responsável por até 60% do glutamato extracelular (BAKER et al., 2003; 
ALBRECHT et al., 2010). O glutamato ao interagir com auto receptores 
glutamatérgicos, do tipo mGluR2/3, modula a neurotransmissão glutamatérgica no 
córtex pré-frontal (DEAN et al., 2011), podendo ser um dos mecanismos responsáveis 
pela preservação das respostas relacionadas à memória (Figura 22B). 
Pesquisa realizada por Madayag e colaboradores evidenciou que o pré-tratamento 
com NAC preveniu a interferência da cocaína sobre o trocador de cistina/glutamato, e 
com isso as subsequentes alterações nos níveis de glutamato extracelular no nucleus 
accumbens (MADAYAG et al., 2007). Com isso a NAC pode ter agido modulando os 
níveis de glutamato nas sinapses dos ratos tratados com cocaína. 
Além disso, a participação da NAC sobre o antitransportador cistina/glutamato 
também tem sido apontada como o mecanismo responsável pelo aumento na síntese 
de glutationa reduzida (GSH), uma vez que a NAC permite um aumento no 
fornecimento do substrato – L-cisteína – para síntese de GSH (para revisão ver BERK 
et al., 2013). 
Considerando, o exposto acima, nós também avaliamos o índice de GSH, em tecidos 
envolvidos com a mémoria, entretanto não detectamos aumento, pelo método 
utilizado, nos tecidos do CPF e HPC dos animais previamente tratados com NAC 
seguidos do tratamento com cocaína (10mg/Kg) e animais tratados com salina 
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seguidos do tratamento com cocaína (10mg/Kg). 
Estudo realizado por Burgunder e colaboradores também mostrou que o aumento da 
disponibilidade de cisteína não acarreta necessariamente em aumento na síntese de 
GSH (BURGUNDER et al, 1989). Essa ausência de relação direta entre a síntese de 
GSH e a disponibilidade dos substratos pode decorrer da necessidade da ativação de 
um complexo enzimático necessário para a síntese (LU, 2013). 
Outro possível envolvimento da NAC – L-cisteína -  na proteção da memória de 
reconhecimento pode estar relacionado a detoxificação de espécies reativas de 
oxigênio e de radicais quinona e semiquinonas provenientes da autooxidação da 
dopamina, a qual tem disponibilidade sináptica aumentada em usuários de cocaína 
(SPENCER et al, 1998; para revisão ver BERK et al, 2013). Assim, a dopamina pode 
induzir estresse oxidativo em neurônios dopaminérgicas e adjacentes, o que pode 
contribuir para a neurotoxicidade devido ao seu efeito direto no aumento da 
concentração de dopamina sináptica (CUNHA-OLIVEIRA et al, 2014). 
A dopamina sofre autooxidação no anel de catecol com formação de quinonas e 
semiquinonas, juntamente com o ânion superóxido (O2 •) e peróxido de hidrogênio 
(H2O2).  Além das espécies reativas de oxigênio as quinonas também são moléculas 
com deficiência de elétrons e, assim, reagem prontamente com nucleófilos, como 
grupos sulfidrila reduzidos de resíduos de cisteína, os quais são frequentemente 
localizados nos sítios funcionais de proteínas. Essa reação resulta em modificação 
covalente que leva à inativação da função da proteína, afetando a sobrevivência 
celular (HASTINGS, 1995). 
Com base nos nossos dados, o índice de carbonilação de proteína no CPF e HPC dos 
animais tratados com cocaína na dose de (10mg/Kg) não diferiu significativamente 
dos animais do gupo controle. De forma interessante o pré-tratamento com NAC 
parece prevenir/reduzir o estresse oxidativo sobre as proteínas nos animais tratados 
com cocaína, embora não tenha sido significativo.  
O possível mecanismo responsável pelo prejuízo da memória e pelo 
desencadeamento do estresse oxidativo, no presente trabalho, pode ter sido o 
aumento no disparo dopaminérgico, no córtex pré-frontal, decorrente do consumo de 
cocaína. E a ação da cisteína, proveniente da NAC pode ter desempenhado um papel 
preponderante sobre proteção de regiões cerebrais envolvidas na codificação da 
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memória de reconhecimento. Uma vez que, a cisteína da NAC pode ter sido utilizada 
como molécula alvo para a reação com os radicais livres provenientes da 
autooxidação da dopamina.  
Os resultados obtidos neste trabalho trazem avanços no conhecimento do potencial 
efeito protetor da NAC na memória de reconhecimento de animais submetidos a 
tratamento subagudo com cocaína. Os dados produzidos podem auxiliar na 
compreensão de mecanismos moleculares envolvidas nas alterações cognitivas e de 
estresse oxidativo. 
Ainda temos como meta futura, a identificação das proteínas que sofreram 
carbonilação em animais tratados, como também, sobre quais proteínas ocorreu o 
efeito antioxidante protetor da NAC, o que poderia identificar alvos moleculares para 
um possível tratamento de usuários de cocaína, visando a redução de danos 
cognitivos. 
Nossos achados geraram dados que podem contribuir para estudos futuros, e 
colaborar com a possível prevenção dos danos cognitivos sobre a memória 















Figura 22. Representação esquemática simplificada dos mecanismos de ação da cocaína e da N-
acetilcisteína sobre o circuito de memória do córtex pré-frontal. (A) Possível mecanismo responsável 
pelo prejuízo à memória relacionado ao consumo de cocaína. (B) Possível mecanismo desencadeado 
pelo pré-tratamento com NAC seguido do tratamento com cocaína. Extraído e modificado de 
(GOLDMAN-RAKIC et al., 2000; DEAN et al.,2011).  xCT: antitransportador cistina/glutamato; receptor 





6. CONCLUSÃO  
 
Os dados apresentados nesse estudo indicam que: 
 
 
 A administração subaguda de cocaína na dose de 10 mg/kg prejudicou a memória de 
reconhecimento de curto prazo; 
 
 A administração subaguda de cocaína nas doses de 5 e 10 mg/kg prejudicou a 
memória de reconhecimento de longo prazo; 
 
 A administração prévia de N-acetilcisteína preveniu os efeitos de prejuízo na memória 
de reconhecimento de longo prazo causado pela administração subaguda de cocaína 
na dose de 10 mg/Kg; 
  
 A adminstração da dose de cocaína de 10mg/Kg não ocasionou aumento no estresse 
oxidativo proteico no CPF e HPC. 
Portanto, nossos dados demonstram um efeito protetor da N-acetilcisteína sobre os 
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